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略語一覧	
ALL: acute lymphoblastic leukemia 
ATL: adult T cell leukemia 
BM-MNCs: bone marrow mononuclear cells 
CCND3: cyclin D3 
CD: cluster of differentiation 
CLL: chronic lymphocytic leukemia 
CLP: common lymphoid progenitor 
CMP: common myeloid progenitor 
EGFP: enhanced green fluorescent protein 
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle medium 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
ERG: ETS-related gene 
EYFP: enhanced yellow fluorescent protein 
FACS: fluorescence activated cell sorting 
FBS: Fetal bovine serum 
FLI1: Friend leukemia integration 1 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GATA: GATA binding protein 
HDF: human dermal fibroblast 
HHEX: human hematopoietically expressed homeobox 
IC50: half maximal inhibitory concentration 
IgG: immunoglobulin G 
IL-2: interleukin 2 
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LBL: lymphoblastic lymphoma 
LDB1: LIM domain binding 1 
Lhx2: LIM homeobox 2 
LMO2: LIM only 2 
MYC: myelocytomatosis oncogene 
NSG: NOD/SCID common-gamma knockout 
PB-MNCs: peripheral blood mononuclear cells 
PBS: phosphate buffered saline 
PI: propidium iodide 
TAL1: T cell acute lymphocytic leukemia 1 
TCR: T cell receptor 
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要旨	
急性リンパ芽球性白血病(ALL)は、小児において最も頻発するがんの一種であ
る。ALL は B リンパ球性の B-ALL と T リンパ球性の T-ALL からなり、ALL に
おける発症率はそれぞれ 75%と 25%であり、T-ALL の方が予後不良である。近
年、分子標的薬や細胞療法の開発により、フィラデルフィア染色体陽性 ALL と
B-ALL の治療成績は劇的に改善された。それに対し、フィラデルフィア染色体
陰性 T-ALL に対する効果的な治療薬・治療法は乏しい。そこで、T-ALL に対し
有効な薬剤開発のシーズを得るため、二つの独立した方法でアプローチした。一
つは、T-ALL の発症に寄与していることの知られている転写補助因子 LMO2 を
標的とする転写制御因子 Lhx2 を用いる手法、二つ目は T-ALL に対してのみ薬
効を示す天然化合物をライブラリースクリーニングから得る方法である。 
まず、レトロウイルスを用いて Lhx2 を T-ALL を含む様々なヒトがん細胞株
に強制発現させ、増殖への影響を解析した。その結果、Lhx2 は T-ALL・骨髄球
性白血病細胞株の増殖を阻害した。しかし、この様な効果は、B リンパ腫や上皮
性癌細胞では観られなかった。次に、この T-ALL 細胞の増殖抑制が LMO2 タン
パク量の減少によるかを解析したところ、Lhx2 を過剰発現させた T-ALL 細胞で
は空ベクター群と比べて LMO2 のタンパク量の減少が起こっていたが、mRNA
量に変化はなかったことから、仮説通り T-ALL 細胞においても LMO2 タンパク
質が標的となっていることが示唆された。先行研究によると、LMO2 複合体は
HHEX 遺伝子の発現を上昇させることで、胸腺細胞に自己複製能を与えること
が報告されているため、Lhx2 を過剰発現させた T-ALL 細胞における HHEX 遺
伝子発現量変化を調べた。その結果、Lhx2 過剰発現群では HHEX 遺伝子の顕著
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な発現低下が確認された。Lhx2 過剰発現 T-ALL 細胞に Lmo2 を用いたレスキュ
ー実験を実施したところ、増殖抑制効果の緩和、LMO2・HHEX タンパク量の回
復が観られた。しかし、HHEX によるレスキュー実験では、Lmo2 の様な緩和効
果は得られなかった。以上の結果は、Lhx2によるT-ALL細胞の増殖抑制効果は、
一部は LMO2 タンパク量低下に起因するが、その他の経路も作用していること
を示唆する。 
続いて、Lhx2 の活性責任部位を同定するため、Lhx2 の機能ドメインの欠失・
変異体を作成し、T-ALL 細胞への増殖抑制効果を元の Lhx2 と比較したところ、
Lhx2 の C 末端側 LIM ドメインとホメオドメインが活性に必須であることが判
明した。さらに、Lhx ファミリーのうちどれが最も強力な T-ALL 抑制活性を持
つかを解析したところ、Lhx2 と Lhx6 が最も T-ALL 細胞の増殖を阻害した。こ
れらの実験結果は、Lhx2 または Lhx6 の活性を模倣する生理活性物質を得るこ
とができれば、LMO2+T-ALL の治療薬となりうることを示唆している。 
次に、二つ目の取り組みとして、B リンパ腫細胞株の増殖に影響を与えず、T-
ALL 細胞株の増殖を特異的に抑制する化合物を約１５万の天然化合物ライブラ
リーからスクリーニングしたところ、三種類 (44D-L008, 31D-F005, 21D-D016)の
化合物の同定単離に成功した。うち二種 (44D-L008, 31D-F005)は構造類縁体で
あり、様々なヒト造血器腫瘍由来細胞株の増殖を強力に抑えたものの、上皮性癌
細胞の増殖には影響を与えなかった。さらに、31D-F005 は皮膚線維芽細胞に対
しても毒性を示さず、ヒト正常顆粒球、単球/マクロファージ、T 細胞の増殖・分
化にも T-ALL 細胞への有効濃度範囲内で影響を与えなかった。しかしながら、
赤芽球系のコロニー形成は低濃度域においても完全に抑制したため、貧血の副
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作用を持つ可能性が懸念される。 
赤芽球系へ副作用を持つ可能性があるものの、31D-F005 は有望な T-ALL 治療
薬のシード化合物となると考え、T-ALL/LBL 患者由来細胞への影響を解析した。2 症
例の T-ALL/LBL 患者由来細胞の増殖を、31D-F005 はサブマイクロモーラーで抑制
した。しかし、別の白血病サブセットである ATL 患者由来細胞の増殖にはサブマイク
ロモーラーでは全く影響を与えなかったことから、31D-F005 はがん種に特異性を持つ
ことが示唆された。 
Lhx2 を用いた一連の実験結果は、LMO2+T-ALL に対して、Lhx2 の C 末端 LIM
ドメインとホメオドメインが創薬の標的になることを示唆している。今後、Lhx2 の LMO2
分解活性の最小作用領域を最小化し、機能活性を模倣する生理活性物質を見つけ
ることができれば、T-ALL に対する新たな治療薬となる可能性がある。B リンパ腫細胞
に影響を与えず T-ALL 細胞特異的に増殖を抑制する化合物を探索した大規模スクリ
ーニングから得られた 31D-F005 は、患者由来細胞を含む T-ALL 細胞に強力な増殖
抑制活性を示し、赤芽球を除く正常血液細胞へ毒性を示さなかった。31D-F005 の詳
細な作用メカニズムを解析することで、赤芽球に毒性を示さない様な化合物が得られ
る可能性があり、その様な化合物は T-ALL に対する有望なリード化合物であると期待
される。 
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総合序論	
全てのヒト血液細胞は、造血幹細胞を頂点として、系統別前駆細胞を経て各々
の成熟血液細胞に分化していく。まず造血幹細胞は、ニッチから離脱して活発に
増殖する多能性前駆細胞(multipotent progenitor: MPP)へ分化し、さらに骨髄球性
共通前駆細胞 (common myeloid progenitor: CMP)とリンパ球性共通前駆細胞
(common lymphoid progenitor: CLP)へと分かれる。リンパ球前駆細胞の性質は
MPP に近いという報告もあるが、CMP 及び CLP に到達した時点で初めて細胞
系譜の決定がなされると考えられている。 CMP は骨髄系前駆細胞
(granulocyte/monocyte progenitor: GMP) と 赤 芽 球 / 巨 核 球 前 駆 細 胞
(megakaryocyte/erythroid progenitor: MEP)を産生し、GMP と MEP が最終的に好中
球、単球、マクロファージ、あるいは赤血球と血小板をそれぞれ生み出す。CLP
は T リンパ球前駆細胞、B リンパ球前駆細胞、そして自然リンパ球前駆細胞を
産生し、これらの細胞が成熟することでリンパ球が発生すると考えられている 1。 
T リンパ球は他の成体血液細胞と異なり、骨髄ではなく胸腺で発生すること
が知られている。胸腺内に移入した時点では、まだ T リンパ球への運命決定は
済んでいない。胸腺前駆細胞は胸腺皮質と胸腺髄質の境目から胸腺に移入し、胸
腺皮質から胸腺髄質へと移動する過程で、胸腺上皮細胞によるポジティブセレ
クションとネガティブセレクションを受け、獲得免疫系成立に必須な T リンパ
球レパートリーが完成していく 2。即ち、胸腺前駆細胞の増殖及び分化は、細胞
外微小環境により時空間的に厳密に制御されている。それ故に、この前駆細胞の
増殖や分化制御の破綻は白血病の発症に繋がると考えられている。 
白血病は、その細胞起源と進行パターンにより急性骨髄性白血病 (acute 
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myelogenous leukemia: AML)、慢性骨髄性白血病 (chronic myelogenous leukemia: 
CML)、急性リンパ球性白血病 (acute lymphoblastic leukemia: ALL)、慢性リンパ
球性白血病 (chronic lymphocytic leukemia: CLL)の４つに大別される。日本では
AML、ALL、CML、CLL の順に罹患率が高く、急性白血病と慢性白血病の発症
率の比は約４：１である。とりわけ、CLL は欧米において最も罹患率の高い白
血病であるが、わが国では白血病全体の 5%程度に止まる。急性白血病に着目す
ると、骨髄球性とリンパ球性の発症率の比は小児においては１：４、成人におい
ては４：１と逆転する。特に、ALL は小児において最も発症率の高いがんの一
種として知られている 3,4。 
	 ALLはBリンパ球起源のB-ALLとTリンパ球起源のT-ALLに分類され、ALL全体
での割合は３：１である5。T-ALLはB-ALLに比べ、発症の割合は低いものの、予
後不良であることが報告されている。かつては不治の病と言われていたALLも、近
年の爆発的な分子生物学の発達とともに治療成績が改善されている。例として、BCR-
ABL融合遺伝子を標的としたイマチニブ、B細胞マーカーCD20を標的としたリツキシ
マブを従来の化学療法と組み合わせることで、それぞれフィラデルフィア染色体(Ph)
陽性ALL患者とB-ALL患者の完全寛解導入効率を劇的に上昇させることに成功して
いる6-9。さらに近年、B細胞マーカーCD19を標的とする抗体の細胞外ドメインとCD3z
の細胞内ドメインのキメラ遺伝子を導入した患者由来T細胞を利用する細胞療法 
(CAR-T細胞療法)が開発され、B-ALL治療成績のさらなる改善が期待されており、す
でに米国では認可されている10。一方で、Ph陰性T-ALLに対しては、上記のような効
果的な薬剤や治療法は確立されていない。プリン拮抗薬ネララビンは、初めて単剤で
T-ALL/T-LBLに有効性が観られた抗がん剤であり、小児の４割弱、及び成人の２割程
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度に対し完全寛解を誘導するものの、傾眠等の神経系への副作用を持つ11,12。最近、
多発性骨髄腫に対するヒト抗CD38抗体薬ダラツムマブがCD38を高発現する小児T-
ALL患者検体の異種間移植系において、移植マウスの生存を延長させることが示さ
れた13。しかし、ナチュラルキラー細胞を欠くNSGマウスにおいて、抗体依存性細胞障
害はマクロファージの活性に依存しているが、NSGマウスは成熟T細胞も欠いているた
め、抗体依存性細胞障害活性は通常のマウスより非常に弱い。補体依存性細胞障害
のみでこのような劇的な効果が得られているのか、実際のT-ALLに対する作用機序に
は不明点が多い。さらに、ダラツムマブは小児の症例のみを対象として試験されてい
たため、成人T-ALLに対する抗体薬は依然として確立されていない。これは、T細胞
由来の腫瘍細胞と抗腫瘍細胞活性を促す正常T細胞が多くの細胞表面マーカーや
サイトカインシグナル伝達経路を共有することに起因する。T-ALLは再発率が非常に
高く、成人では再発患者の約60%が死亡する。腫瘍化したT細胞に活性を示し、正常
T細胞に影響を与えない薬剤や治療法の開発が急務な状況にある。 
本博士論文では、T-ALL を標的とした治療薬を開発する上での分子シーズを得る
ため、２つの方法でアプローチした。転写制御因子 Lhx2 が T-ALL の発症と強く関連
している転写補助因子 Lmo2 の分解を促進することが示されていた。そこで第一章で
は、Lhx2 が T-ALL 細胞の増殖を抑えるかを調べたところ、Lhx2 は T-ALL 細胞の増
殖を強力に阻害した。加えて、Lhx2 を強制発現させた T-ALL 細胞株では LMO2 の
タンパク量が低下しており、Lhx2 の活性を模倣する分子標的薬開発のための基礎デ
ータを得ることに成功した。第二章では、二種類のヒト造血器腫瘍由来細胞株を用い
た天然物ライブラリーのスクリーニングを行い、ヒト T-ALL 細胞の増殖を特異的に阻害
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する化合物を探索したところ、有望な三種類の化合物の同定単離に成功した。このう
ち一種は白血病患者細胞の増殖を抑制する一方で正常 T 細胞の増殖・生存に影響
を与えず、T-ALL に対する新規治療薬のシード化合物として有望である。 
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第一章	
序論	
胸腺内で分化する胸腺前駆細胞は、自己を正しく認識できるよう再構成され
た T 細胞受容体 (T cell receptor: TCR)の刺激強度によるポジティブセレクション
とネガティブセレクションを受ける。この過程で大半の胸腺前駆細胞が細胞死
を引き起こし、体内で自己反応性 T リンパ球が出現するのを防いでいる。TCR
再構成の過程では、RAG 遺伝子による二本鎖 DNA の切断と再結合が起こる。
この二本鎖 DNA の切断による TCR 遺伝子座とがん原遺伝子座の転座が、
20~35%の T-ALL 発症を引き起こす原因の一例となることが報告されている 14。 
LIM-only 型転写補助因子 LMO2 は T-ALL 患者の t(11;14)(p13;q11)転座部位か
ら同定された遺伝子であり、約 10%の T-ALL 患者に LMO2 座の転座が見られる
15,16。また、Lmo2 は造血幹細胞の維持と赤血球分化に必須の役割を果たすこと
が報告されている 17,18。しかしながら、LMO2 座に転座の観られない症例におい
ても、約半数の患者で LMO2 遺伝子の発現が亢進している 5,19-23。これはb-HLH
型転写因子 TAL1 が染色体転座などにより異所的に発現し、ES 細胞様の転写ネ
ットワークを再形成することで LMO2 を含む TAL1 結合タンパク質の異所的発
現を誘導する転写ネットワーク異常に起因すると考えられている 24。一部の症
例では、LMO2 のプロモーター部位に変異が入り、MYB の結合標的配列が新規
に形成されることが原因であることが示された 25。また、重度免疫不全患者の造
血幹細胞にレトロウイルス治療を行なった際に、LMO2 のプロモーター部位に
レトロウイルスの配列が挿入され、LMO2 の異所的発現が誘導されることで T-
ALL を発症したという例も報告されている 26-28。 
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近年、胸腺特異的 Lmo2 トランスジェニックマウスを用いた胸腺細胞の移植
実験から、Lmo2 の異所的発現が胸腺前駆細胞に自己複製能を与えることが示さ
れた 23。さらに、Lmo2 に対する細胞内抗体やペプチドアプタマーは、胸腺特異
的 Lmo2 トランスジェニックマウスから得られた白血病細胞を用いた移植系で、
T-ALL の発症を抑制することが示された 29,30。しかしながら、Lmo2 は赤芽球分
化に必須の遺伝子であり、上記の薬剤は副作用として赤血球の分化阻害を示し
た。この結果は、Lmo2 を標的とした既存の薬剤は重度の貧血を伴う可能性を示
唆している。 
LIM ホメオボックス型転写制御遺伝子 Lhx2 は、毛根幹細胞の機能制御や脳
の発生において重要な役割を果たすことが報告されている 31,32。先行研究におい
て、Lhx2 は ES/iPS 細胞から分化誘導した造血幹細胞様細胞の体外増幅活性を持
つことが示されている 33。この方法で作出した Lhx2 を強制発現している造血幹
細胞様細胞は、成熟 T リンパ球への分化能を失っていた。しかし、Lhx2 の発現
を止めると T リンパ球への分化が再開したため、Lhx2 は幼弱な胸腺細胞の増殖
あるいは分化を阻害していると推察される 34。LIM ドメインを保有するタンパ
ク質は、転写補助因子 LDB1 と結合し、DNA 結合性ドメインを持つ転写制御因
子を呼び込むことで標的 DNA 配列に結合する複合体を形成する 35。Lhx2 を
Lmo2 と同時に 293T 細胞に過剰発現させると、Lmo2 の分解が促進されること
が先行研究において示された 36。LIM タンパク質は定常状態において、Ldb1 と
複合体を形成しており、どの LIM タンパク質が優先的に結合するかはそれぞれ
の LIM タンパク質の存在量と Ldb1 に対する結合解離定数 (Kd)によって定まる
37。Lhx2 と Lmo2 が同時に存在する場合、Ldb1 は Lhx2 と優先的に複合体を形成
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する。Ldb1 と結合せず単量体で存在する Lmo2 は、E3 リガーゼ Rlim によって
速やかにユビキチン化され、26S プロテアソーム系による分解を受ける 38。 
これらの先行研究の結果を考慮し、この章では LMO2+T-ALL 細胞においても
Lhx2 の過剰発現が LMO2 の低下を誘導し、増殖抑制活性を示すかどうかをレト
ロウイルスによる強制発現系で評価していくことを試みた。Lhx2 が T-ALL 細胞
の増殖を顕著に阻害し、仮説通り LMO2 タンパク量の低下を伴っていたことを
証明した一連の実験結果を記載する。 
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材料と方法	
細胞培養 
CCRF-CEM、Molt-4、Jurkat、TALL-1、PEER、THP-1、Mo7e、K562、Raji (Health 
Science Research Resources Bank, Osaka, Japan)、TF-1 (北村俊雄教授より分与)は、
10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Invitrogen, Carlsbad, CA) 、 1% 
penicillin/streptomycin (P/S, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)、0.5% 2-mercaptoethanol 
(Sigma-Aldrich)を添加した RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)培地を用いて 37℃-5% CO2
の条件下で培養した。TF-1 と Mo7e は上記の培地に human granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor (5 ng/ml, Peprotech, Rocky Hill, NJ)を添加して培養した。 
SH-SY5Y、MCF-7 (Health Science Research Resources Bank)、PLAT-A (北村俊雄教
授より分与)は、10% FBS、1% P/S を添加した Dulbecco’s modified Eagle medium 
(DMEM, Sigma-Aldrich)を用いて同上の条件下で培養した。 
 
遺伝子導入 
各腫瘍細胞株への遺伝子導入にはpMYs-ires-EGFP (IG)またはpMYs-ires-EYFP 
(IY)レトロウイルスベクターを用いた。pMYs-IG (IY)ベクターをリポフェクタミ
ン試薬 (Invitrogen)により PLAT-A へトランスフェクションし、組換え体レトロ
ウイルスを作製した。24 時間の培養後、メディウムを交換し、さらに 24 時間後、
メディウムを回収した。回収したメディウムは遠心を２回行い (１回目：1,500 
rpm、5 分、4℃、２回目：2,500 rpm、5 分、4℃)、余分な細胞を取り除き、感染
効率を高めるため 8 µg/ml ポリブレンを加え、0.2~1.2×106の細胞へ spin infection
法 (1,200 xg、2 時間、15℃)により感染させた。なお、本実験は、東京都医学総
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合研究所の遺伝子組換え生物実験・病原体実験安全委員会にて事前承認された
実験計画に基づいて、P2 実験室にて実施した。 
 
増殖アッセイ 
組換えレトロウイルスを感染してから３日後を Day0 とし、さらに３日間培養
した後の細胞数を測定した。EGFP 単独感染の場合は、FACSAriaⅢ (BD 
Biosciences, San Jose, CA)を用いて Day3 の EGFP+細胞数を計測した。EGFP/EYFP
の二重感染実験では、Day0 に 3000 細胞/ウェルとなるように EGFP+/EYFP+細胞
を 96 ウェルプレートに播種し、24、48、72 時間培養後に CCK-8 (Dojindo, 
Kumamoto, Japan)を添加し、さらに 4 時間培養して 450nm の吸光度を測定した。
得られた吸光度の値は、既知の細胞数での吸光度を基に作製した検量線を用い
て細胞数に変換した。 
 
定量的 PCR 
細胞を TRIzol (Invitrogen)に溶解し、total RNA を得た。500 ng の total RNA を
鋳型に、PrimeScript RT Master Mix (Takara, Otsu, Japan)を用いて cDNA を合成し
た。定量的 PCR はこの cDNA を鋳型として、SYBR premix ExTaqⅡ (Takara)を用
いて行った。DNA 増幅は、Light Cycler 480 (Roche Applied Science, Indianapolis, 
IN)を用いて記録した。発現量は、GAPDH を内部標準として、ウイルス非感染細
胞の値に対する相対値として表した。使用したプライマーの塩基配列を表１に
示す。 
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ウエスタンブロッティング 
106 個の細胞懸濁液に、等量の SDS-lysis buffer (20% glycerol, 2% SDS, 5% 2-
mercaptoethanol, 50 mM Tris-Cl pH6.8) を添加し、15 分間のソニケーション後、
95℃で 5 分間処理した。10 µl の細胞溶解液を SuperSep Ace 10~20% (Wako, Osaka, 
Japan)にアプライし、電気泳動後 Hybond-P PVDF Membrane (GE Healthcare, Little 
Chalfont, UK)にブロットした。その後、rabbit 抗 LMO2 抗体 (EP3257, Abcam, 
Cambridge, UK)、rabbit 抗 HHEX 抗体 (EPR3361, Abcam)または rabbit 抗 actin 抗
体  (Sigma-Aldrich)、次に Horseradish peroxidase 標識抗 rabbit IgG 抗体 (GE 
Healthcare)と反応させた。ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE 
Healthcare)を用いて発光させ、生じたシグナルをLuminescent Image Analyzer LAS-
3000 (Fujifilm, Tokyo, Japan)を用いて解析した。 
 
細胞内 FACS 解析 
105~106 細胞を回収し、培養上清を除いた後、1% paraformaldehyde を用いて固
定した。透過性を高めるために等量の 0.1% NP-40-PBS を添加し、室温で 15 分
間静置した。遠心後、上清を除去し、permeability buffer (5% FBS-0.1% NP-40-PBS)
中に再懸濁し、rabbit 抗 LMO2 抗体、rabbit 抗 HHEX 抗体、rabbit IgG isotype control
抗体 (Abcam)のいずれかを添加し、氷上に 30 分間静置した。遠心後、上清を取
り除き、permeability buffer に再懸濁し、Alexa Fluor 647 標識 goat 抗 rabbit IgG 抗
体 (Abcam)を添加し、氷上で 30 分間反応させた。細胞を洗浄し、permeability 
buffer に再懸濁した後、FACSAriaⅢにて蛍光強度を測定した。データは FlowJo 
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(FlowJo LLC, Ashland, OR)を用いて解析した。 
 
アポトーシス解析 
105個の CCRF-CEM 細胞を回収し、5% FBS-PBS で２度洗浄した後、1x Annexin 
V binding buffer (10 mM Hepes pH7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2)に再懸濁した。
APC 標識 Annexin V (BioLegend, San Diego, CA)と propidium iodide (PI, 2 µg/ml, 
Wako)を添加し、氷上で 15 分間染色した後、速やかに FACSAriaⅢを用いて蛍光
強度を測定した。 
 
細胞周期解析 
105 個の CCRF-CEM 細胞を回収し、0.1% NP-40-PBS に懸濁後、PI (2 µg/ml)を
添加して室温で 15 分間暗所に静置した。FACSCalibur (BD Biosciences)を用いて
DNA 含量を解析した。増殖細胞の定量目的では、70% ethanol で一晩固定した
Day3 の CCRF-CEM 細胞に PE 標識 mouse 抗 human Ki-67 抗体、または PE 標識
isotype control (BD Biosciences)を添加し、氷上で 30 分間染色した。その後、
FACSAriaⅢにて蛍光強度を測定した。G0 細胞については、Day3 の CCRF-CEM
細胞を回収後、PBS に懸濁して Hoechst33342 (5 µg/ml, Dojindo)を添加し、37℃で
40 分間染色した。その後、Pyronin Y (1 µg/ml, Sigma-Aldrich)を添加し、さらに
37℃で 20 分間染色した後、FACSAriaⅢにて蛍光強度を測定した。 
 
統計解析 
各グラフの測定値は平均値±標準偏差で示し、有意差は unpaired Student’s t 検
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定によって判定した。検定結果はP値0.05以下をもって有意と判定し、* : P<0.05、
** : P<0.005、*** : P<0.001 と表記した。 
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結果	
Lhx2 は T-ALL 細胞株の増殖を強力に阻害する 
まず、Lhx2 が T-ALL 細胞株の増殖にどのような影響を与えるかを解析するた
め、レトロウイルスベクターを用いて T-ALL 由来を含む様々なヒトがん細胞株
に Lhx2 を過剰発現させた。レトロウイルス感染細胞は EGFP を発現するため、
EGFP 陽性細胞をソーティングによって分取後(Day0)、３日間培養を行い(Day3)、
空ベクター発現群と Lhx2 過剰発現群の増殖能の変化を比較解析した。Lhx2 を
過剰発現させた５種類全てのヒト T-ALL 由来細胞株(CCRF-CEM, Molt-4, Jurkat, 
TALL-1, PEER)は空ベクター群に比べ、有意に増殖が阻害されていた (図１A~E)。
しかし、ヒトバーキットリンパ腫由来細胞株 Raji、ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞
株 HSC-3 や骨肉腫由来細胞株 Saos-2 では、増殖抑制効果は観られなかった (図
２A~C)。意外なことに、Lhx2 は実験に用いた全ての骨髄球性白血病細胞株の増
殖も阻害した (図３A~D)。次に、Lhx2 の感染実験に用いた細胞株の LMO2 発現
を RT-PCR とウエスタンブロッティングにより解析したところ、LMO2 は本実験
に用いた全ての細胞株において発現が確認された (図４A, B)。LMO2 は造血発
生と白血病発症に深く関係している核内タンパク質であるが、肺や大腸を含め
た多くの臓器でも発現しており (https://www.proteinatlas.org/)、本実験の結果はそ
れと合致している。今回の実験結果は、Lhx2 の過剰発現が単に細胞毒性を持っ
ているのではなく、細胞種に依存して毒性を示していることを示唆する。 
 
Lhx2 の過剰発現は T-ALL 細胞株の LMO2 を mRNA レベルではなくタンパク
レベルで低下させる 
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Lhx2 による T-ALL 細胞株の増殖抑制が LMO2 タンパク質の低下によるもの
かを明らかにするため、Lhx2、または空ベクターを CCRF-CEM 細胞にレトロウ
イルスを用いて過剰発現させ、Day0 における LMO2 タンパク量をウエスタンブ
ロッティングにより比較した。Lhx2 過剰発現 CCRF-CEM 細胞では、LMO2 タン
パク量が劇的に減少していた (図５A)。さらに定量的なデータを得るため、EGFP
陽性細胞をソーティングし、３または６日間培養後 (Day3、または Day6)、細胞
内 FACS 解析を行い LMO2 のタンパク量変化を定量したところ、LMO2 の蛍光
輝度が顕著に低下していることが明らかとなった (図５B)。次に、Lhx2 による
LMO2 タンパク量の減少が当初の仮説通り LMO2 タンパク質の分解によるもの
なのか、または LMO2 の mRNA 発現量の低下によるものなのかを明らかとする
ため、Day0 と Day3 における Lhx2、または空ベクター過剰発現 CCRF-CEM 細
胞の LMO2 遺伝子発現の変化を定量的 PCR により解析したところ、LMO2 発現
量は Lhx2 の過剰発現に影響を受けないことが判明した (図５C)。これらの結果
は、Lhx2 が T-ALL 細胞株の LMO2 を mRNA レベルではなくタンパクレベルで
低下させていることを示す。 
 
Lhx2 の過剰発現は LMO2 複合体の下流遺伝子の発現を低下させる 
LMO2 は、転写補助因子 LDB1 とそれぞれ２分子ずつからなるヘテロテトラ
マーを形成し、ここに RUNX1、GATA ファミリー、bHLH 因子、ETS ファミリ
ーなどの転写因子を呼び込み、転写を正負に調節する 39。LMO2 は LDB1、ERG、
FLI1 と複合体を形成し、下流エフェクター因子 HHEX のエンハンサー領域、
LMO2 のプロモーター領域、ERG 及び FLI1 のプロモーター、エンハンサー領域
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に結合し、ポジティブフィードバックを形成していることが報告されている 40。
そこで、まず、増殖アッセイに用いた細胞株が HHEX を発現しているかどうか
をウエスタンブロッティングにより確認したところ、Lhx2 耐性であった Raji の
み HHEX 陰性であった (図４B)。続いて、Lhx2 の発現がこの LMO2 複合体の転
写産物に影響を与えているかを定量的 PCR によって評価した (図６)。FLI1 の発
現は Day0 では Lhx2 過剰発現群で減少傾向にあったものの、Day3 では空ベクタ
ー群と発現量に差は見られなかった。これに対して、HHEX、ERG は Lhx2 過剰
発現群において劇的に発現量の低下が確認された。ERG は継時的に発現低下し
ていることが明らかとなった。これらに加えて、Lhx2 の下流因子として知られ
ている SOX4 の発現が上昇していたことから、Lhx2 が LMO2 と競合的に LDB1
に結合し、LMO2 複合体の形成を阻害していることが示唆される。さらに、T-
ALL 患者で LMO2 と共に発現亢進の観られる NOTCH1 遺伝子とその下流遺伝
子 HES1、MYC、CCND3 の発現変化を解析したところ、NOTCH1 の有意な発現
低下、CCND3 を除く NOTCH シグナルの下流遺伝子の顕著な発現減少が確認さ
れた。以上の結果は、Lhx2 が LMO2 複合体の下流因子と NOTCH1 遺伝子の発
現を低下させることで T-ALL の増殖を阻害する可能性を示唆する。 
 
Lhx2 と Lmo2 の同時過剰発現は Lhx2 による T-ALL 細胞株への増殖抑制効果
を緩和する 
Lhx2 による LMO2 のタンパク量低下、及び下流遺伝子の発現低下が直接的に
増殖抑制活性に寄与しているのであれば、Lmo2 を再導入することで Lhx2 によ
る効果が消失すると考えられる。また、コア因子である Ldb1 を Lhx2 と同時に
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過剰発現させれば、LMO2 タンパク質が安定化すると考えられるので、Lhx2 の
効果を弱められる可能性がある。そこで、Lhx2 と Lmo2 または Ldb1 をそれぞれ
EGFP と EYFP と共発現させ、EGFP と EYFP の二重陽性細胞をソーティングに
よって純化し、増殖能の変化を解析した (図７A)。これまでの結果と合致して、
Lhx2 単独発現群は空ベクターのみ、または Lmo2 単独群に比べて増殖が抑制さ
れていた。これに対し、Lhx2 と Lmo2 の同時過剰発現群では、Lhx2 単独に比べ、
有意に増殖抑制効果の緩和が観られた。このような効果は、Lhx2 と Ldb1 を同
時に過剰発現させた際には確認されなかった。これらの細胞集団で実際に
LMO2・HHEX タンパク質の回復が起こっているのかを調べるため、細胞内 FACS
解析を行ったところ、Lhx2 と Lmo2 の同時過剰発現集団では、Lhx2 単独発現集
団に比べ、LMO2・HHEX 共にタンパク量の増加傾向が観られた (図７B)。これ
らの結果は、Lhx2 の T-ALL に対する増殖抑制効果は LMO2 タンパク量の低下
が一因となっていることを示す。 
 
Lhx2 による T-ALL 細胞の増殖抑制効果は LMO2 複合体の下流エフェクターの
同時過剰発現では回復しない 
LMO2 タンパク量の低下による下流遺伝子の発現低下が Lhx2 による T-ALL
細胞の増殖抑制活性の責任を担っているのであれば、Lhx2 とその下流遺伝子を
共発現させれば、Lhx2 と Lmo2 の同時過剰発現実験の結果を再現することが期
待される。そこで、Lhx2 過剰発現時に顕著に発現低下の観られた HHEX、ERG、
c-Myc を Lhx2 と同時に過剰発現させて、これらの遺伝子による影響を調べた 
(図８)。その結果、いずれの遺伝子を Lhx2 と同時に過剰発現させても Lmo2 の
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ような緩和効果は観られなかった。この結果は、Lhx2 による増殖抑制効果は
LMO2 複合体の単一の下流因子のみではなく、複数の下流因子の発現を同時に
過剰発現させる必要があることを示唆する。 
 
Lhx2 は T-ALL 細胞を G0期へ移行させてからアポトーシスを誘導する 
Lhx2を過剰発現させたT-ALL細胞株は縮小し、歪な細胞形態であった (図９
A)。そこで、この増殖阻害が細胞周期停止によるのか、アポトーシス亢進による
のかをLhx2を過剰発現させたCCRF-CEM細胞を用いて調べた。Day3において、
空ベクター群、Lhx2過剰発現群共にアポトーシスを起こしている細胞はほとん
ど検出されなかったのに対し、Lhx2過剰発現群ではG1/G0期の細胞集団の割合が
顕著に増加していた (図９B, C)。そこで、この集団がG1、G0期のどちらであるの
かを調べるために、増殖マーカーKi-67で染色を行ったところ、Lhx2過剰発現群
ではKi-67陽性集団の比率が有意に低下していた (図１０A)。さらに、Pyronin Y
とHoechst 33342で二重染色を行い、両試薬の取り込みが低い細胞の割合が顕著
に増加していることもLhx2過剰発現群がG0期への移行を促していることを支持
する (図１０B)。次に、この細胞周期が停止した後、再び細胞周期が動くのか、
細胞死が誘導されるのかを明らかとするため、Day3細胞をさらに３日間培養し
たところ、Lhx2過剰発現群のみでAnnexin V+かつPI+のアポトーシスを起こした
細胞集団が確認された (図１０C)。さらに、Lhx2によるG0期への移行にG1サイク
リン関連遺伝子の発現低下が伴っているかを確認するため、まずはT-ALL細胞株
のG1サイクリン関連遺伝子群の発現解析を行ったところ、Jurkatを除くT-ALL細
胞株ではDタイプサイクリンのうちCCND3 (CYCLIN-D3)が排他的に発現してお
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り、CDK4とCDK6はすべての細胞において発現が確認された(図１１A)。CCRF-
CEMとJurkatでは、MYCに加えてMYCNの発現も観られた。そこで、Lhx2を過剰
発現させたCCRF-CEMのCDK4、CDK6及びMYCNの発現量を定量的PCRにより
空ベクター群と比較したところ、Day3においていずれの遺伝子も有意な発現低
下が確認された(図１１B)。Lhx2は、G1サイクリン関連遺伝子のうち、CDK4と
CDK6の発現低下を介してT-ALL細胞の増殖を阻害している可能性が考えられる。
以上の結果は、Lhx2はT-ALL細胞の細胞周期をG0期へ移行させ、最終的にアポト
ーシスを誘導することを示す。 
 
Lhx2 の T-ALL 増殖抑制活性には C 末端側 LIM ドメインとホメオドメインが
必須である 
Lhx2 は T-ALL 細胞の増殖を阻害するが、Lhx2 は 2 つのタンパク質同士の結
合を介在する LIM ドメインと DNA 結合能をもつホメオドメインからなる転写
制御因子であるため、このまま治療に用いることはできない。しかし、Lhx2 の
活性を模倣する物質は T-ALL に対する治療薬となる可能性を秘めている。そこ
で、Lhx2 の最小作用領域の特定を行うため、LIM ドメインまたはホメオドメイ
ン欠失体、２つの LIM ドメインの片方あるいは両方に不活性化変異を導入した
変異体をそれぞれ作成し、活性への影響を解析した (図１２A, B、図１３A)。そ
の結果、両欠失体 (DHD、DLIM)及び両方の LIM ドメインに不活性化変異を入
れた変異体 (mtNC)では完全に CCRF-CEM 細胞に対する増殖抑制効果が消失し
ていた。C 末端 LIM ドメイン変異体 (mtC)では、全長の Lhx2 よりも弱いものの
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活性が保持されていた。これに対し、N 末端側 LIM ドメイン変異体 (mtN)は全
長の Lhx2 と同等の活性を保有していた。さらに、これらの欠失・変異体を導入
した際に LMO2 のタンパク量の変化を細胞内 FACS 解析により調べたところ、
活性を示さなかった欠失・変異体では細胞内の LMO2 量がコントロールと比べ
て変化していなかったのに対し、活性を示した mtN および mtC では減少が確認
され、活性の強い mtN では元の Lhx2 と同等の LMO2 量まで低下していた (図
１３B)。以上の結果は、Lhx2 による T-ALL 細胞の増殖抑制活性には C 末端側の
LIM ドメインとホメオドメインが必須の役割を果たしていることを示唆する。 
 
Lhx ファミリーのうち Lhx2 と Lhx6 が最も強く T-ALL 細胞の増殖を阻害する 
Lhx ファミリーは Lhx1~Lhx9 の８つの遺伝子と Lmx1a,b、及び Islet1,2 の遺伝
子群から構成されている。Lhx1~9 のうち、Lhx2 よりも活性の強い他のファミリ
ー遺伝子が存在すれば、それは Lhx2 よりも T-ALL に対する治療薬開発の際に
有望であると考えられる。そこで、Lhx1~Lhx8(Lhx7)の 6 つのファミリー遺伝子
とホメオドメインを保持するが LIM ドメインを持たない HoxB4 をネガティブ
コントロールとしてクローニングし、CCRF-CEM 細胞へ導入して増殖への影響
を Lhx2 と比較した (図１４A, B)。その結果、Lhx2 から配列の相同性の低い Lhx1
と Lhx5 は弱い活性、それ以外の Lhx3、Lhx4、Lhx6、Lhx8 は強い活性を示した。
特に、Lhx6 は Lhx2 と同等の活性を有していた。次に、これらのファミリー遺伝
子を導入した際の LMO2 及び HHEX タンパク量を細胞内 FACS 解析により確認
した (図１５A, B)。驚くべきことに、すべての Lhx ファミリーが LMO2 量を低
下させていた。この効果は LIM ドメインを有さない HoxB4 では観られなかった
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ため、ホメオドメインではなく LIM ドメインによるものと考えられる。HHEX
は Lhx4、Lhx6、及び Lhx8 で顕著にタンパク量の減少が観られ、最も増殖抑制
活性の強かった Lhx6 は Lhx2 の強度と同等であった。以上の結果から、すべて
の Lhx ファミリーは LMO2 タンパクの減少を引き起こすことができるものの、
フェノタイプとして増殖抑制効果を示すには HHEX などの LMO2 複合体の下流
因子の発現低下を伴う必要があることを示唆する。 
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考察	
本研究では、Lhx2 の強制発現が T-ALL 細胞の増殖を強力に抑制することを見
出した。当初の予測通り、Lhx2 を過剰発現させた CCRF-CEM 細胞では、LMO2
の mRNA レベルではなくタンパクレベルの減少が起こっていた。Lmo2 を Lhx2
と同時に過剰発現させることで、Lhx2 による T-ALL 細胞の増殖抑制効果が緩和
された。さらに、LMO2 複合体の下流エフェクター因子 HHEX、ERG の発現が
顕著に低下していた。これらの実験結果は、Lhx2 による LMO2 タンパク量の低
下は LMO2 複合体の機能を抑制していることを示唆する。しかし、Lmo2 を Lhx2
と同時に過剰発現させても完全に増殖抑制効果はレスキューされず、LMO2 複
合体の下流因子と Lhx2 の同時過剰発現は、Lhx2 による増殖抑制効果を全く阻
害できなかった。この事実は、Lhx2 による T-ALL 細胞の増殖抑制効果が LMO2
による HHEX または ERG の低下のみに起因するのではなく、複数の因子が協調
して機能していることを示唆しており、二通りの可能性を与える。一つは、LMO2
複合体によって抑制を受けていた遺伝子の発現が上昇し、増殖を抑制していた
可能性が考えられる。Lmo2/Tal1 複合体は、Cd4 遺伝子の発現を抑制することで
胸腺細胞の分化を抑制しているという報告と一致して、Lhx2 を過剰発現させた
CCRF-CEM 細胞では細胞表面の CD4 の発現が顕著に増加していた (data not 
shown)。二つ目は、Lhx2 はホメオドメインを持ち、様々な遺伝子のプロモータ
ー/エンハンサーの TAATTA モチーフ配列に結合し転写を制御するため、Lhx2 に
より発現が上昇した遺伝子が T-ALL 細胞の増殖抑制効果に寄与している可能性
が挙げられる。これは、Lhx2 のホメオドメイン欠失体が T-ALL 細胞の増殖抑制
活性を持たないというデータによっても支持される。 
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先行研究において、Lhx2 により体外増幅された造血幹細胞様細胞は Gata3、
Sox4、Tal1 遺伝子の発現が上昇していることが報告されていたため、Lhx2 を強
制発現させたCCRF-CEM細胞において上記の遺伝子発現変化を解析したところ、
SOX4 の有意な発現上昇が確認された (図６)。しかしながら、SOX4 遺伝子を
CCRF-CEM 細胞に強制発現させて増殖能の変化を解析したが、遺伝子導入によ
る変化は全く確認されなかった (data not shown)。Lhx2 による T-ALL 細胞の増
殖抑制時には NOTCH1 遺伝子とその標的遺伝子の一部が発現低下していたため、
個々の遺伝子の変化だけではなく様々なシグナルが複雑に絡み合っていること
が推察される。 
Lhx2 を過剰発現させた CCRF-CEM 細胞は、まず G0 期に移行し、その後アポ
トーシスが誘導されることを実験的に示した。Lhx2 の過剰発現による G1/G0 ア
レストとアポトーシスの誘導、そして T リンパ球分化マーカーCD4 の発現亢進
は、CCRF-CEM 細胞に p16INK4A を強制発現させた先行研究の結果と類似してい
る 41。しかし、CCRF-CEM 細胞は p16INK4A 遺伝子を両アリルとも欠失している
ため、このサイクリンインヒビターの関与は否定される。正常胸腺細胞と T-ALL
細胞では、血球細胞に一般的に発現している Cyclin-D2 ではなく Cyclin-D3 が G1
期通過に必須である、と報告されている 42。実際、本研究で使用した Jurkat を除
く４種類の T-ALL 細胞株と Raji は D タイプサイクリンのうち、CYCLIN-D3 
(CCND3)だけを発現していた(図１１A)。しかし、Lhx2 を過剰発現させた CCRF-
CEM 細胞群の CCND3 mRNA レベルはベクターコントロール細胞群と有意差は
なかった(図６)。これに対し、CCND3 の結合パートナーである CDK4 と CDK6
の発現レベルが低下していた(図１１B)。加えて、CDK6 の上流制御因子である
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MYC と MYCN の発現がともに顕著に低下していた (図６、図１１B)。しかし、
c-Myc と Lhx2 の同時過剰発現では Lmo2 の場合と異なり Lhx2 による増殖抑制
をレスキューできなかった。したがって、Lhx2 は MYC, MYCN の発現抑制に加
えて他のメカニズムを介して、CCND3-CDK4/6 複合体の機能を阻害しているの
かもしれない。 
Lhx2 による T-ALL 細胞の増殖阻害活性にはタンパク質結合性の C 末端側
LIM ドメインと DNA 結合性のホメオドメインが必須であった。意外なことに、
LIM ドメインのみからなるホメオドメイン欠失体は活性を示さず、LMO2 タン
パク量の減少も引き起こさなかった。これは、ホメオドメインの存在が LMO2
未満の LDB1 に対する Kd 値を示すために必須であることを示唆する。しかしな
がら、Lhx2 と mtN に比べ、mtC 及び mtNC はタンパク発現量が低かったため、
それぞれのタンパク質の細胞内絶対量が活性の差を反映している可能性は否定
できない。続く Lhx ファミリーを用いた増殖アッセイの結果から、Lhx2 と Lhx6
が最も強い増殖抑制活性を持つことが判明した。各 Lhx ファミリータンパク発
現量の総量に差があるため、Lhx2 の欠失・変異体と同様に細胞内のタンパク量
の総量が活性に影響を与えている可能性は完全に否定できない。しかし、他の
Lhx ファミリー遺伝子に比べ総量の低い Lhx8 が強力な活性を持っており、一概
に細胞内タンパク質の総量だけで活性が決まっているのではないことが推察さ
れる。さらに、全ての Lhx ファミリーは CCRF-CEM 細胞の LMO2 タンパクの量
を低下させていることが明らかとなった。この結果は、ホメオドメインの存在が
LMO2 未満の LDB1 に対する Kd 値を与える上で要求されるという仮説を支持す
る。LIM ドメイン内の Zn フィンガー様ドメイン、DNA 認識部位であるホメオ
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ドメインの C 末端側共に Lhx1, 5、Lhx3, 4、Lhx2, 9、Lhx6, 8 サブファミリー間
では配列保存性が高い。CCRF-CEM の感受性も Lhx2 ≥ Lhx6, 8 > Lhx3, 4 > Lhx1, 
5 の順に高くなり、概ねサブファミリー間で保存されていると考えられる。しか
し、LMO2 複合体の下流因子 HHEX のタンパク量に注目すると、Lhx6 と Lhx8
では Lhx6 の方が有意に存在量を減少させていた。この差異を元に Lhx6 と Lhx8
の配列をドメインごとに置換し、活性に決定的な領域を狭めていけば、Lhx サブ
ファミリー間での活性の差を解明できるかもしれない。この情報は、Lhx2 の活
性を模倣する薬剤を開発していく上で有用である。 
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図表 
 
 
 PCR	

Forward (5' - 3') Reverse (3' - 5')
LMO2 AGTACTGGCACGAGGACTGC GAATCCGCTTGTCACAGGAT
HHEX TCAGAATCGACGCGCTAAAT AGGGCGAACATTGAGAGCTA
ERG AAGTAGCCGCCTTGCAAAT GCGGCTGAGCTTATCGTAGT
FLI1 TGGCCTCAACAAAAGTCCTC GAATTGCCACAGCTGGATCT
SOX4 TCTCCAACCTGGTTTTCACC AGCCAGCCCTGCTTACTTTT
NOTCH1 CTGAAGAACGGGGCTAACAA CAGGTTGTACTCGTCCAGCA
HES1 CGGACATTCTGGAAATGACA CATTGATCTGGGTCATGCAG
MYC CCTACCCTCTCAACGACAGC CTCTGACCTTTTGCCAGGAG
CCND3 AGACCTTTTTGGCCCTCTGT AGCTTCGATCTGCTCCTGAC
CCND1 CCTGTCCTACTACCGCCTCA TCCTCCTCTTCCTCCTCCTC
CCND2 GCTGGAGGTCTGTGAGGAAC CCAAGAAACGGTCCAGGTAA
CDK4 GAAACTCTGAAGCCGACCAG AGGCAGAGATTCGCTTGTGT
CDK6 CATTCAAAATCTGCCCAACC GGTGGGAATCCAGGTTTTCT
MYCN CACAAGGCCCTCAGTACCTC AGGCATCGTTTGAGGATCAG
GAPDH GATCATCAGCAATGCCTCCT TTCAGCTCAGGGATGACCTT
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第二章	
序論	
生物の表現系を担う遺伝子の解析はメンデルによる順遺伝学研究に端を発し、
遺伝子操作による特定の遺伝子ノックアウト生物種を利用した逆遺伝学の成功
は、遺伝子と生体機能の結びつきを迅速に紐解くことに繋がった。しかしなが
ら、順遺伝学・逆遺伝学ともに、責任遺伝子の欠失という不可逆的な特性を持つ
ため、遺伝子機能の動的な解析には適さない。この遺伝学の弱点を補うため、生
物活性を持つ生理活性物質による特定のタンパク質の機能阻害実験が行われて
きた。遺伝学と同様に、生理活性物質を添加した際に起こる表現系に着目して標
的遺伝子を同定する手法をフォワードケミカルゲノミクス、特定のタンパク質
の機能を阻害する生理活性物質を用いて生物機能への影響を解析する手法をリ
バースケミカルジェネティクスと呼ぶ。フォワードケミカルジェネティクス研
究にはその特性上、多量の生理活性物質からなるケミカルライブラリーが必要
となり、目的の物質を得られるかはライブラリーの質に依存する。また、予見で
きない物質と標的タンパク質との関係を解明できる魅力があるものの、順遺伝
学と同様に、細胞の表現型から責任遺伝子を同定する必要があり、膨大な時間と
労力を伴う。これとは異なり、リバースケミカルジェネティクス研究では目的の
タンパク質に対する阻害活性を持つ物質から展開されるため、作用標的分子の
同定は原則的に必要ではない。しかしながら、標的となるタンパク質がどこに局
在するかによって、膜透過性や細胞内安定性の問題が生じることも少なくない。
また、創薬を考慮に入れるとリピンスキーの rule of five に則る必要が出てくる
ため、構造に制限が生じる。上述のように、どちらのケミカルゲノミクス手法に
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も一長一短があり、一概にどちらが優れた手法かを述べることはできない。 
生理活性物質を探索するために作製された化合物ライブラリーには、合成化
合物と天然化合物からなるものが存在する。近年の化学合成技術の進展は目覚
ましく、合成化合物ライブラリーにも異なる構造の物質が多数含まれているが、
多様な微生物種が産生する比較的大きい化合物も含む複雑性に富んだ天然物ラ
イブラリーには及ばない。我が国は、天然有機化合物を中心とする生理活性物質
の探索研究において、長年にわたり世界を牽引してきた。フグ毒テトラドトキシ
ン、貝毒オカダ酸、イワスナギンチャク由来毒素パリトキシンなどは日本人が研
究に関与した天然物である。特筆すべき点は、これらの毒素が非常に低濃度で生
物活性を有するという点であり、医薬品を目的としたフォワードケミカルジェ
ネティクス手法を用いたスクリーニングと非常に相性が良い。 
現在、代表的な ALL 治療に用いられている分子標的薬イマチニブは Bcr-Abl
チロシンキナーゼ阻害剤、リツキシマブは CD20 抗原に対する抗体薬であり、そ
れぞれ酵素と細胞表面抗原に結合する。T-ALL に上述のような分子標的薬が存
在しない一因は、正常 T リンパ球と腫瘍化 T リンパ球が共通のレセプターやシ
グナル伝達系を有していることである。しかしながら、第一章で述べたように、
T-ALL 細胞と正常 T リンパ球の遺伝子発現プログラムは大きく異なっている。
酵素やレセプターの阻害剤開発には、標的タンパク質の触媒部位やリガンド結
合部位に高親和性で結合する低分子が適していると提唱されている。それに対
し、転写因子は DNA や相互作用タンパク質と比較的広い領域を介して結合する
ため、低分子化合物による完全な活性阻害は難しく、近年では中分子天然物によ
る阻害剤開発が着目されている。上記の現状を考慮すると、T-ALL 細胞に特異
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的な新規治療薬を開発していくには、LMO2 のような転写因子を標的に含めら
れる可能性を持つ天然物ライブラリーを用いて、スクリーニングした方が成功
しやすいと推察される。 
そこで、天然物ライブラリーを用いて T-ALL 細胞に選択的に作用する化合物
をスクリーニングしたところ、有望な三種類の化合物が得られた。第二章では、
それらのうち一種が、患者由来 T-ALL 細胞に対して増殖抑制活性を示し、正常
T リンパ球の増殖及び生存に影響を与えないことを証明した実験結果を記述す
る。 
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材料と方法	
化合物ライブラリーのスクリーニング	
	 独立行政法人産業技術総合研究所・天然化合物組合が所有する約 15 万の天然
化合物からなるライブラリーを用い、同研究所の新家一男上級主任研究員チー
ムとの共同研究として、２種類の白血病細胞株を用いたハイスループットスク
リーニングを実施した。スクリーニングには 384 well plate を用い、CCK-8 を用
いた比色解析を実施した。一次スクリーニングで得られた候補化合物について、
二次スクリーニングを実施し、再現性の得られたサンプルに対しては菌の再培
養を行った。一次及び二次スクリーニングで用いたサンプルは菌体と培養液の
クルードサンプルであったため、どちらの分画に活性があるかを決定し、その後
HPLC により得られた各２０分画の活性を複数回に渡って評価し、活性責任化合
物の同定を行った。	
 
細胞培養 
UC、H23 (Health Science Research Resources Bank)は 10% FBS、1% P/S、0.5% 
2-mercaptoethanol を添加した RPMI 培地を用いて 37℃-5% CO2 の条件下で培養
した。HeLa、SH-SY5Y、MCF-7 (Health Science Research Resources Bank)は、10% 
FBS、1% P/S を添加した DMEM を用いて同上の条件下で培養した。 
 
ヒト初代細胞培養 
ヒト皮膚線維芽細胞 (HDF)、ヒト骨髄血由来単核球 (hPB-MNCs)は、LONZA 
(Basel, Switzerland)から、ヒト末梢由来単核球 (hBM-MNCs)は Takara からそれぞ
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れ購入した。HDF は 10% FBS、1% P/S を添加した DMEM を用いて 37℃-5% CO2
の条件下で培養した。ヒト末梢血単核細胞 (hPB-MNCs)から末梢血由来 T 細胞
を得る目的には、10% FBS、1% P/S、0.5% 2-mercaptoethanol を添加した RPMI 培
地に最終濃度が 30U/ml となるように human IL-2 (Peprotech)を添加して 24 well-
plate で培養した。ここに、PBS によって洗浄した Dynabeads Human T-Activator 
CD3/CD28 (ThermoFisher Scientific, Kanagawa, Japan)を 1 well あたり 25 µl 添加
し、細胞と共培養することで T 細胞を選択的に増やした。 
 
患者検体 
本研究で実施されたヒト試料を対象とする研究は東京都医学総合研究所倫理
委員会の承認を得た上で、「人を対象とする研究の倫理指針」を遵守して行われ
た。末梢血、骨髄液、心嚢水及び胸水は東京都立駒込病院から倫理委員会の承認
を得て、対象患者のインフォームドコンセントを取得した上で連結不可能匿名
化されて本研究室に提供された。T-ALL/LBL または ATL と診断された３例の患
者を対象に本研究を行った。２例の患者からは、末梢血、骨髄液、心嚢水、及び
胸水が採取され、残りの１例の患者は骨髄液の-80℃凍結検体を用いた。採取さ
れた検体から Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare)を用いて単核球を遠心分離し、
human IL-2 (10 ng/ml)、human IL-7 (Peprotech, 10 ng/ml)、human SCF (Peprotech, 25 
ng/ml)、human FLT3L (Peprotech, 50 ng/ml)を添加した HPGM 培地 (LONZA)中で
37℃-5% CO2 の条件下で培養した。凍結検体は細胞融解後、1.2 Gy の放射線照射
をした NOD/SCID common-gamma knockout (NSG)マウスに 105 細胞/匹ずつ尾静
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脈投与した。８〜１２週後、脾臓を回収してビオチン標識マウス CD45.1 で標識
し、Dynabeads M-280 Streptavidin (Invitrogen)と反応させ、残存するマウス由来細
胞を除いた後、生検体と同様の方法で培養を行った。 
 
実験動物 
NSG マウスは、ジャクソン研究所 (Bar Harbor, ME)より購入し、患者検体の
移植実験に用いた。マウスは、特定病原体フリーの動物実験飼育室にて、12 時
間の明暗サイクル条件下で飼育した。なお、すべての動物実験プロトコールは、
東京都医学総合研究所の動物実験倫理委員会にて事前承認されている。 
 
化合物感受性試験 
3000 細胞/100 µl/ウェルとなるように CCRF-CEM または Raji 細胞を 96 well-
plate に播種し、その後、各ウェルに PBS-DMSO (9:1)にて終濃度の 100 倍の濃度
に調整した化合物をそれぞれ 1 µl ずつ添加した。72 時間培養後に CCK-8 を添加
し、さらに 4 時間培養して 450 nm の吸光度を測定した。得られた吸光度の値は、
溶媒添加群の測定値で各ウェルの測定値を除し、溶媒添加群に対する比に換算
した。 
hPB-MNCs に関しては、終濃度が 10 ng/ml となるように human IL-2 を添加し
た HPGM 培地で 104 細胞/100 µl/ウェルとなるように 96 well-plate に播種し、そ
の後、各ウェルに PBS-DMSO (9:1)にて終濃度の 100 倍の濃度に調整した化合物
をそれぞれ 1 µl ずつ添加した。48 時間培養後に CCK-8 を添加し、さらに 4 時間
培養して 450 nm の吸光度を測定した。 
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ヒト末梢血由来 T 細胞に関しては、終濃度が 10 ng/ml となるように human IL-
2 を添加した 10% FBS、1% P/S、0.5% 2-mercaptoethanol 含有 RPMI 培地に 1 well
あたり 2 µl となるように Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 を加えて 8 x 
104 細胞/100 µl/ウェルとなるように 96 well-plate に播種し、その後、各ウェルに
PBS-DMSO (9:1)にて終濃度の 100 倍の濃度に調整した化合物をそれぞれ 1 µl ず
つ添加した。72 時間培養後に CCK-8 を添加し、さらに 4 時間培養して 450 nm
の吸光度を測定した。 
患者検体に関しては、サイトカインを添加した HPGM 培地に 105 細胞/100 µl/
ウェル (胸水のみ 2 x 104細胞/100 µl/ウェル)となるように 96 well-plate に播種し、
その後、各ウェルに PBS-DMSO (9:1)にて終濃度の 100 倍の濃度に調整した化合
物をそれぞれ 1 µl ずつ添加した。72 時間培養後に CCK-8 を添加し、さらに 6 時
間培養して 450 nm の吸光度を測定した。 
 
細胞障害性試験 
5 x 104 細胞/0.5 ml のヒト皮膚線維芽細胞を 12 well-plate に播種し、4~5 時間回
復培養を行い、細胞のプレートへの接着を確認したのち各ウェルに DMSO にて
終濃度の 1000 倍の濃度に調整した化合物をそれぞれ 0.5 µl ずつ添加した。３日
後、上清を回収し、遠心により不溶性画分を除去した後、各サンプルを 50 µl ず
つ 96well-plateに移し、LDH-Cytotoxic Test (Wako)を用いて死細胞の放出したLDH
による発色反応を行い、570 nm における吸光度を測定した。細胞障害率は、終
濃度が 0.2%となるように 10% Tween20 溶液を 10 µl 細胞培養液に添加し、３時
間培養を行ったウェルを 100%と定義し、各吸光度の値から培地液のみの測定値
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を減算した値を 100%の値に対する比で算出した。 
 
FACS 解析 
回収した細胞 PBS で２回洗浄し、PBS で 106 細胞/ml の細胞密度に調整し、1 
µl の Ghost Dye510 (Bay bioscience, Hyogo, Japan)を添加し、氷上で 30 分間反応さ
せた。細胞を洗浄し、5% FBS-PBS 中に再懸濁し、1 mg/ml の human g-Globulin 
(Wako)を添加し、氷上で 30 分間反応させた。その後、蛍光標識抗体を添加し、
氷上に 30 分間静置した。細胞を洗浄し、5% FBS-PBS に再懸濁した後、フロー
サイトメーターLSR-FortessaX-20 (BD Biosciences)にて蛍光強度を測定した。デー
タは FlowJo を用いて解析した。使用した抗体を表２に示す。 
 
コロニー形成実験 
105 細胞/150 µl のヒト骨髄単核細胞 (hBM-MNCs) (LONZA)と DMSO にて終
濃度の 1000 倍の濃度に調整した化合物をそれぞれ 1.65 µl ずつ添加した 1.5 ml
の MethoCult GH H4034 半固形培地 (STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada)
を混合し、30 mm のペトリディッシュ (BD Biosciences)に播種した。２週後、各
コロニーを形態別に計測し、ギムザ染色を行った。 
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結果	
T-ALL 細胞株に対する増殖抑制効果を示す天然化合物の同定・単離 
T-ALL 細胞の増殖を阻害し、その他のがん細胞の増殖に影響を与えないよう
な化合物を得ることができれば、これは T-ALL に対する特異的な治療薬となる
可能性を秘めていると考えられる。そこで、産業技術総合研究所天然化合物組合
が所有する約 15 万の天然化合物からなるライブラリーに対し、T-ALL 細胞株
CCRF-CEM の増殖率を抑え、かつバーキットリンパ腫細胞株 Raji の増殖率を抑
制しない化合物をハイスループットスクリーニングにより探索した。天然物ラ
イブラリーは 5 つの独立した提供元を起源としていたため、スクリーニングに
より得られた各ライブラリー中の総ヒットサンプル数が各ライブラリーの全化
合物数の 0.05%以上 1%未満となるような増殖率変化のカットオフ値を採用した。
その結果、３８個のヒットサンプルが得られた。これらはいずれも菌体と培養液
の混ざったクルードサンプルであったため、ここから有効成分の抽出及び同定
を試みたところ、最終的に三種類 (44D-L008, 31D-F005, 21D-D016)のヒット化合
物の単離に成功した (図１６)。44D-L008 と 31D-F005 は、構造が非常に類似した
類縁体であった。これらの化合物の CCRF-CEM に対する IC50 値を算出したとこ
ろ、2µM 未満で活性を示すことが明らかとなった (図１７)。続いて、単離化合
物が他のヒトがん細胞株に対してどのように影響を与えるかを解析したところ、
実験に用いた全ての CCRF-CEM 以外の T-ALL 細胞株と骨髄球性白血病細胞株
に対して増殖抑制活性を示した (図１８)。しかし、44D-L008 と 31D-F005 は上皮
性の癌細胞株に対しては増殖抑制活性を示さなかった。したがって、CCRF-CEM
と Raji の増殖能を利用したスクリーニングから得られたヒット化合物 44D-L008
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と 31D-F005 は、T-ALL に対する治療薬開発のスタート材料として有望と考えられる。 
 
44D-L008 は赤血球を除く本研究において用いたヒト正常細胞に強い毒性を示さない 
創薬を視野に入れる上で、正常細胞へ毒性を与えないことが必要であるため、まず
は HDF に対する毒性を検討した (図１９、２０)。その結果、44D-L008 は低濃度域
においても HDF の細胞死が誘導されていたが、31D-F005 は高濃度域では細胞死が
起こっていいたものの、CCRF-CEM に対する有効濃度範囲内においては細胞死を誘
導していなかった。この結果を踏まえて、以降の実験には 31D-F005 を用いることにし
た。 
31D-F005 のヒト正常血液細胞への影響を解析するため hPB-MNCs に対する毒性
を検討した。31D-F005 は 1 µM では全く影響を与えず、10 µM という高濃度下におい
ても増殖率は 80%程度までしか低下しなかった (図２１)。しかし、hPB-MNCs は T 細
胞、B 細胞、単球からなる不均一な細胞集団であるため、31D-F005 が T 細胞に毒性
を持つ可能性を否定できない。そこで、hPB-MNCs を CD3/CD28 ビーズで刺激し、T
細胞のみを選択的に増やして増殖に対する影響を調べた。その結果、31D-F005 は正
常 T 細胞には 3.29 µM の IC50 値を示し、これは CCRF-CEM 細胞の IC50 値 0.511 µM
より約６倍高いことが判明した (図２２A)。これらの細胞を FACS 解析した結果、 末
梢血 T 細胞の亜集団である CD4+T 細胞と CD8+T 細胞の比率に変化は観られなかっ
たため、T 細胞の特定のサブセットに毒性を示す可能性は排除された (図２２B)。 
次に hPB-MNCs より未分化な造血前駆細胞を含む hBM-MNCs を用いて、コロニ
ー形成能に対する 31D-F005 の影響を調べた (図２３A, B)。hPB-MNCs の結果と一
致して、31D-F005 は骨髄球性細胞集団 CFU-GM、CFU-G、マクロファージのコロニー
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数に影響を与えなかった。これに対し、赤血球性細胞集団 BFU-E の形成は 500 nM
の 31D-F005 によって完全に抑制された。この結果は、31D-F005 を in vivo 投与した
場合には貧血が起こる可能性を示唆する。上記の一連の実験結果は、31D-F005 は
T-ALL 細胞に対する有効濃度範囲内において、赤血球に対しては毒性を示すものの
正常 T 細胞の増殖及び正常骨髄球細胞の分化に毒性を発揮しないことを示す。 
 
31D-F005 は T-ALL 患者検体細胞の増殖も抑制する 
31D-F005 は調べた限りすべてのヒト T-ALL 細胞株の増殖を抑制する性質を持っ
ていたが、実際の T-ALL 患者検体に対して有効であるかどうかは定かではない。そこ
で、T 細胞性血液疾患患者由来の検体細胞に対する有効性を検討した。まず、T-
ALL/T-LBL 患者１例と T-ALL 患者１例から得た白血病細胞は、いずれも 1 µM 未満
の 31D-F005 によって増殖が阻害されることが判明した (図２４A, B)。これに対し、
ATL 患者１例の白血病細胞は、正常 T 細胞と同様に 1 µM 未満の 31D-F005 によっ
て生存率が低下することはなかった (図２４C)。これらの結果は、31D-F005 が
がん種特異性を有していることを明示している。さらに、T-ALL/T-LBL 患者の例では
血液細胞の未分化マーカーである CD34 を発現する細胞集団が、IC50 値を境に減少
していった (図２５)。しかし、このような変化は CD2 のような他の T-ALL 細胞マーカ
ーでは確認されなかった(図２６)。これは、31D-F005 がより未分化な白血病細胞を標
的としている可能性を示唆している。 
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考察	
天然化合物ライブラリーに対する大規模スクリーニングの結果、Raji 細胞の増殖に
影響を与えず、CCRF-CEM 細胞の増殖を抑制する三種類のシード化合物 (44D-
L008, 31D-F005, 21D-D016)の同定単離に成功した。さらに、44D-L008 と 31D-F005
が類縁体であったため、２種類の白血病細胞株を用いたスクリーニング系が精確に機
能していたことが証明された。T-ALL を含む様々なヒトがん細胞株の増殖能に関して
パネル解析を行なった結果、44D-L008 と 31D-F005 は造血器腫瘍由来の細胞株に
対して特異的に作用することを見出した。さらに、31D-F005 はサブマイクロモーラーで
T-ALL 細胞株の増殖を阻害するが、この濃度域ではヒト皮膚線維芽細胞に対して毒
性を示さないことが判明した。続いて hPB-MNCs 及び hBM-MNCs を用いて正常血液
細胞への影響を解析したところ、31D-F005 は CCRF-CEM 細胞に対する有効濃度範
囲内で顆粒球、単球/マクロファージ、T 細胞の分化・増殖に影響を与えないことが明
らかとなった。正常 T 細胞に毒性を与えない一方で、31D-F005 は T-ALL/T-LBL 患者
検体の白血病細胞の増殖をサブマイクロモーラーで阻害した。これらの結果は、31D-
F005 が T-ALL 治療薬の有望なシード化合物であることを示している。 
しかしながら、31D-F005 は BM-MNCs から赤芽球系のコロニー形成を完全に遮断
した。この結果と合致して、31D-F005 は急性赤白血病細胞株 TF-1 の増殖を強力に
阻害した。一方で、慢性骨髄性白血病の急性転化患者由来細胞株 K562 は T-ALL
細胞に対する有効濃度範囲内で 31D-F005 に耐性であった (図２７)。K562 細胞が
31D-F005 耐性を獲得したメカニズムを調べていけば、貧血の副作用を起こさない化
合物を創出できる可能性がある。 
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31D-F005 は、T-ALL と骨髄球性白血病細胞株の増殖と赤血球系コロニー形成を
抑制し、バーキットリンパ腫細胞株 Raji の増殖を抑制しないことから、第１章で用いた
Lhx2 と同様に LMO2 を標的としている可能性が示唆された。そこで、31D-F005 を
CCRF-CEM 細胞に添加した際の細胞内 LMO2 タンパク量を解析したが、LMO2 の減
少は確認されなかったため、31D-F005 は LMO2 分解とは異なる作用メカニズムで T-
ALL 細胞株に対し毒性を示していると考えられる(図２８)。 
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図表 
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PE human CD4 OKT4 Bay Bioscience
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APC human CD34 561 BioLegend
Biotin human CD2 RPA-2.10 BioLegend
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総合考察	
本研究では、T-ALL に対する新規治療薬を開発するための基礎データを得るため
に、二つの独立した研究を行なった。一つ目の研究では、T-ALL の発症に深く関連し
ていることが報告されている LMO2 のタンパク量を Lhx2 が T-ALL 細胞においても減
少させ、増殖を阻害することを初めて示した。LMO2 を標的とした既存の薬剤はいず
れも赤血球分化を阻害という副作用を持つが、Lhx2 により体外増幅された造血幹細
胞様細胞は赤血球の分化異常を起こさない 29,30,33。この事実は、Lhx2 の活性を模倣
する化合物は貧血を誘導しない LMO2 標的型 T-ALL 治療薬となる可能性を示唆す
る。加えて、Lhx2 は iPS 細胞から分化誘導した造血幹細胞様細胞の体外増幅を誘導
するため、Lhx2 模倣剤は T-ALL 治療薬としてのみではなく造血幹細胞の移植用細
胞ソースを調整することにも応用できると考えられる 33。二つ目の研究では、T-ALL の
増殖を阻害する生理活性物質を、天然化合物ライブラリーを対象として増殖能を指標
にスクリーニングし、有望な化合物の発見に成功した。本研究により発見された 31D-
F005 は、正常 T リンパ球に影響を与えず、患者検体を含む T-ALL 細胞の増殖を抑
制することを明らかにした。現在、31D-F005 の活性を模倣する合成類縁体の作成に
取り組んでおり、有望な低分子化合物の合成と機能性官能基の同定に成功している。
この合成類縁体を利用すれば、31D-F005 の標的タンパク質の同定と作用メカニズム
に迫れるのではないかと期待される。もちろん、この類縁体と 31D-F005 の作用標的が
全く同一かどうかは不明であり、合成類縁体の赤芽球系・正常 T リンパ球への影響も
再検討する必要がある。課題はあるものの、本研究で得られた類縁体の化学構造を
少しずつ改変し、正確な活性評価を続けていけば、正常血液細胞への副作用が少な
い切れ味鋭い T-ALL 薬に到達できるのではないかと期待している。 
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本博士論文において、T-ALL の治療薬開発の上で有望な二つのシーズに関する
基礎研究結果を提示した。どちらの研究結果とも、詰めるべき課題は存在する。Lhx2
による T-ALL 細胞の増殖抑制効果は、当初の想定よりも複雑に入り組んだ分子メカ
ニズムが背後に存在していた。活性責任を持つ下流因子群の同定には、トランスクリ
プトームなどにより網羅的に細胞内の変化を解析していく必要がある。31D-F005 の抗
T-ALL 活性は非常に有望であるが、本研究において実施できた正常細胞への副作
用の検討は、血液細胞と皮膚上皮細胞に限定されている。創薬を視野に入れると、心
筋への影響、肝毒性などについても検討することが必須である。また、T-ALL/T-LBL
患者由来細胞を NSG マウスに移植した異種間移植モデルに対し、31D-F005 の合成
類縁体による治療を実施したが、in vivo 活性はまだ観察されていない (data not 
shown)。類縁体の体内安定性が低い可能性もある。私の本研究への関与はここで終
了となるが、新しい T-ALL 治療薬開発を目指した研究の着実な進歩を期待したい。 
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